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57  Resumen:
Método para la cuantificación fluorimétrica de la
enzima LDH en disolución.
La invención está dirigida al desarrollo de un método
y creación de un kit para la cuantificación del efecto
citotóxico y/o viabilidad celular ante agentes químicos
(elemento, compuesto, mezcla o fármaco en cualquier
de sus estados) y/o físicos (i.e. i luminación,
temperatura, turbulencia, fluidodinámica, etc.) que
puedan producir rotura de la membrana celular. El kit
mide la liberación de la enzima citoplasmática lactato
deshidrogenasa (LDH) proveniente de células
muertas y/o lisadas. Esta enzima cataliza la oxidación
del lactato, presente en el kit, a piruvato. Durante la
reacción, el NAD+, también presente en el kit, es
reducido a NADH. La concentración de LDH, se
cuantifica a través de la fluorescencia del NADH
formado. Las mediciones indirectas de la enzima LDH
se realizan en el sobrenadante de cultivos celulares.
El método es aplicable tanto en medios inorgánicos
para microalgas como en medios comerciales para
células animales y de insecto.
Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.Aviso:
 METODO PARA LA CUANTIFICACION FLUORIMETRICA DE LA ENZIMA 
LDH EN DISOLUCION  
CAMPO DE LA INVENCION 
5 La presente invencion se refiere al desarrollo de un procedimiento para la 
cuantificacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en disoluciOn acuosa mediante 
tecnicas fluorimetricas. El procedimiento desarrollado podra utilizarse para cuantificar 
concentraciones de la enzima LDH sea cual sea su origen. Se podran preparar kits para 
hacer mas practica y comercializable la aplicacion de la invencion. 
10 
ESTADO DE LA TECNICA 
Los procedimientos actuales para determinar concentraciones de enzima LDH en 
disolucion son aplicados principalmente al analisis clinico y a la determinacion de la 
viabilidad celular en cultivos celulares. Existen adernas metodos de cuantificacion que se 
15 basan en principios parecidos y que suelen ser comercializados en forma de kits. 
Muchos de los metodos para cuantificacion clinica se basan en la oxidacion del 
lactato a piruvato por la accion de la enzima LDH, y la reduccion de la forma oxidada del 
cofactor nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+) a su forma reducida (NADH) (ver 
Figura 1). La concentracion de NADH generada se sigue por espectrofotometria de 
20 absorcion y la concentracion de LDH se correlaciona con la concentraci6n de NADH 
generado. 
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 Asi, se pueden encontrar en el mercado los siguientes kits basados en la reaccion y el 
metodo de deteccion antes mencionados: «Reactivo LDH-L» de Thermo Fischer Scientific, 
Inc.; kit «Ref.7096» de Far Diagnostics, SRL.; «Lactate dehydrogenase Reagent Set» de 
Pointe Scientific, Inc.; «LDH liqui-V» de Stanbio Laboratory. La metodologia empleada en 
5 todos estos kits presenta dos importantes inconvenientes: la espectrofotometria de 
absorcion es una tecnica poco sensible y en el maximo de absorcion del NADH absorben 
otras sustancias organicas como los compuestos nitrogenados. Faltaria, por tanto, el 
desarrollo de un metodo de cuantificaciOn que se basase en una tecnica de deteccion mas 
sensible y selectiva. 
10 Los metodos para determinar la viabilidad o respuesta citotoxica de celulas 
expuestas a un toxic°, o a determinadas condiciones de cultivo, son claves para la 
investigacion farmaceutica, medioambiental, en tests de pesticidas, biotecnologia en 
general, etc. La determinacion de la viabilidad celular para evaluar cualquier tipo de 
exposicion necesita de un metodo preciso, rapid° y fiable. 
15 Los metodos mas comunes para cuantificar la viabilidad celular se basan en la 
capacidad de la membrana de las celulas viables de excluir ciertos marcadores como el azul 
de trypan o yoduro de propidio. Por tanto, las celulas viables no se tilien con dichos 
marcadores. Por el contrario, celulas muertas o en fase de muerte, que han perdido la 
integridad de la membrana celular, permiten el paso de estos marcadores al citoplasma 
20 donde se unen a varias moleculas u organulos celulares marcandolos y permitiendo asi la 
distinci6n entre celulas viables y no viables. 
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 Otros metodos para determinar viabilidad celular se basan en la alteraciOn de 
propiedades fisicas y/o quimicas de un determinado marcador, en funcion de cambios 
celulares; por ejemplo, alteracion del espectro de absorcion de radiaci6n electromagnetica. 
Por tanto, siguiendo el grado de conversion del marcador de un estado a otro se puede 
5 cuantificar la viabilidad celular. La mayoria de este tipo de marcadores, como las sales de 
tetrazolio, tienen grupos aceptores de electrones. Estas incluyen el MTT (bromuro de 3- 
(4,5-dimetilthiazol-2-i1)-2,5-difeniltreazolio), XTT (hidrato acid° de 3' -{(1-fenilamino-
carbonil)-3,4-treazolio}-bis(4-metoxi-6-nitro)  benceno sulfOnico) y el MTS (sal de 344,5- 
dimetiltiazol-2-11)-5-(3carboximetoxifeni1)-2-(4-sulfofeni1)-2H-tretrazolio). Un metodo 
10 tipico para medir viabilidad celular usando MTS fue descrito por Buttke y col. (J. Immunol. 
Meth. 1993, 157: 233-240). 
Las celulas no viables que han perdido la integridad celular tambien liberan 
componentes citoplasmaticos al medio. La medida de la concentraci6n de dichos 
componentes en el medio permite determinar el progreso de la muerte celular. Uno de estos 
15 metodos se basa en la medida de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) 
(Corey y col., J. Immunol. Meth. 1997, 207:43-51) mediante la produccion de trifosfato de 
adenosina (ATP). 
Una gran cantidad de reacciones redox del metabolismo celular responsable de la 
generacion de energia utilizan NADH o la forma reducida de la nicotinamida adenina 
20 dinucleOtido fosfato (NADPH) como donadores de protones (Duningan y col., 
Biotechniques 1995, 19:640-649). Aunque, en teoria, podria seguirse la concentracion de 
estas dos especies espectrofotometricamente, su determinaci6n directa mediante esta 
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 tecnica es dificil porque existen numerosas sustancias celulares que absorben luz cerca de 
la longitud que corresponde al maxim° de absorci6n para NADH y NADPH (256 nm); por 
ejemplo, NAD+, NADP+, RNA y la mayoria de las proteinas tienen maximos de absorcion 
alrededor de los 260 nm. 
5 Buttke y col. (J. Immunol. Meth. 1993,157: 233-240) describen c6mo se usa el MTS 
para medir la reducci6n causada por las celulas vivas mediante el cambio de absorbancia 
desde la forma oxidada a la reducida del MTS. La combinaciOn de MTS y el agente 
transferente de electrones (PMS) es un metodo Otil para el seguimiento y cuantificacion del 
NADH y NADPH en sistemas libres de celulas. 
10 Bergmeyer y Bernt (Enzymol. blot clinic. 1965, 19:65-76) describen un metodo 
para cuantificar LDH liberada por las celulas muertas midiendo la oxidaci6n del p-NADH a 
P-NAD+ cuando la enzima LDH reduce el piruvato a lactato. La conversion del p-NADH a 
p-NAD+ se sigue por una disminucion en la absorbancia a 340 nm. Dicha disminuci6n es 
proporcional a la cantidad de LDH presente. 
15 Moran y Schnellmann (J. Pharmacol. Toxicol. Methods 1996, 36 (1):41-44) 
proponen una modificacion del metodo de Bergmeyer y Bernt (1963). El metodo propuesto 
es no homogeneo (es decir, se aplica al sobrenadante libre de celulas) y mide el descenso 
que se produce en la fluorescencia del NADH al transformarse en NAD+. Este metodo es 
mas sensible y mas barato que el de Bergmeyer y Bernt (1965) puesto que usa menos 
20 reactivos, especialmente NADH, ya que la fluorimetria es mas sensible que la 
espectrofotometria. 
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 Deutsch (1970, US Pat. 3,539,453) desarrollaron kits en estado anhidro para la 
determinacion de LDH. El primer kit utiliza piruvato sodico como sustrato, la forma 
reducida del difosfopiridina nucleotido (DPNH) como coenzima y el manitol como 
estabilizante. El piruvato es transformado por la LDH en presencia de DPNH a lactato 
5 produciendo DPN+. La producci6n de DPN+ se determina colorimetricamente a la longitud 
de onda de 340 nm. 
Un segundo kit utiliza lactato de litio como sustrato, DPN+ como coenzima y 
manitol como estabilizador. En este caso el lactato es transformado a piruvato por la LDH 
reduciendo la DPN+ a DPNH. La produccion de DPNH y, por tanto, la cantidad de LDH 
10 presente en la muestra se determina colorimetricamente a 340 nm. 
Basados en las tecnicas anteriores, se pueden encontrar varios kits comerciales para 
determinar rotura o lisis celular. Asi, Molecular Probes (Life Technologies Corp.) vende 
kits para viabilidad celular basados en Resazurin, MTT y XTT. Esta compailia tambien 
comercializa "Vybrant" y el "Citotoxicity Assay Kit". Vybrant detecta la liberaciOn de la 
15 enzima citoplasmatica glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) por las celulas muertas 
y no viables. Este metodo detecta la enzima por medio de un proceso de dos fases que lleva 
a la reducci6n de resazurin a resorufin. SegOn las recomendaciones del fabricante (Flier n°. 
mp-23111), periodos de incubaciOn superiores a 24 horas suponen una importante 
degradacion de la G6PHD que imposibilita su medida. Ya que la vida media de la G6PDH 
20 es de menos de dos horas a 37°C, el principio de medida no esta indicado para determinar 
citotoxicidad en largos periodos de tiempo. 
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 Promega Corporation (Madison, Wi) comercializa kits para viabilidad celular, 
citotoxicidad y proliferacion celular bajo los nombres de «CellTiter 96», «Celltiter-Glo», 
«CytoTox 96» y «CellTiter-Blue». «CytoTox 96» es un ensayo colorimetrico para 
determinar la citotoxicidad de un compuesto. Este ensayo mide cuantitativamente la 
5 liberacion de LDH de celulas muertas usando la reduccion enzimatica de 2-(4-yodofeni1)-3- 
(4-nitrofeni1)-5-fenil-2H-tetrazolio (TNT) y un marcador tipo MTS tetrazolio (US Pat. N° 
5,185,450). Este ensayo consiste en un proceso (no homogeneo) en dos etapas en el que el 
NADH formado por la acci6n de la enzima LDH se oxida con el marcador TNT que al 
reducirse se detecta colorimetricamente. 
10 La compailia Promokine comercializa una serie de kits colorimetricos para la 
determinacion de la viabilidad celular basados en sales de tetrazolio solubles en agua 
(WST): «I», basado en WST-8; «II», basado en WST-1; «III», basado en XTT; «LDH 
cytotoxicity kit». Adicionalmente, dispone de otro kit, «Akcitotoxicity kit», basado en la 
enzima adenilatokinasa. 
15 Genotech (St. Luis, Mo.) comercializa el kit «CytoScan», un metodo colorimetrico 
que mide la LDH liberada por las celulas muertas. La enzima liberada se mide via reaccion 
enzimatica acoplada que resulta en la reduccion de una sal de tetrazolio a un formazan rojo. 
La actividad de LDH se determina como una funci6n de la oxidaci6n de NADH o la 
reduccion del tetrazolio en un periodo de tiempo (ver catalog° n° 786-210). Roche 
20 Molecular Biochemicals comercializa el producto «Citotoxicity Detection Kit», con una 
metodologia similar al kit «CytoScan». 
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 Clontech comercializa el kit «LDH Cytotoxicity Detection kit». Abcam hace lo 
propio con «LDH-Cytotoxicity Assay Kit II». Ambos kits estan basados tambien en sales 
de tetrazolio. 
Sigma-Aldrich (St. Luis, Mo) comercializa dos kits diferentes para la determinacion 
5 de toxicidad in vitro bajo los nombres de «Tox7» y «Tox8». «Tox7» se basa en la enzima 
LDH y es esencialmente identico al «CytoScan» de Genotech. «Tox7» es un proceso en dos 
etapas que requiere transferir el sobrenadante o un lisado celular a otro recipiente donde es 
analizado. El marcador de tetrazolin especifico en «Tox7» no es indicado, pero la 
bibliografia del mismo indica que la reaccion es medida espectrofotometricamente a la 
10 longitud de onda de 490 nm, donde se detecta el maximo de absorciOn tipico de los 
formazanes. En «Tox8» las celulas viables reducen el resazurin a resorufin. La cantidad de 
marcador reducido puede ser medido fluorometrica o espectrofotometricamente.  
BioSource (Life Technologies, Corp.) comercializa kits para medir proliferaciOn y 
viabilidad celular bajo el nombre «Alamar Blue» (DAL1025 y DAL1100). Al igual que el 
15 resazurin, «Alamar Blue» se puede usar para monitorizar el ambiente reductor de las 
celulas vivas. Los detalles tecnicos de este kit se describen en la patente USA N° 5,501,959. 
Roche Farma (S.A.) comercializa los productos «Cytotoxicity Detection Kit 
(LDH)» y el «Cytotoxicity Detection Kit Plus (LDH)». Los dos estan basados en la misma 
reaccion del kit «Cytotox 76» de Promega. 
20 La mayoria de estos kits requieren de un procedimiento en dos etapas para separar 
el medio de cultivo y, por tanto, son no homogeneos. Los procesos no homogeneos no son 
recomendables para programas intensivos de «screening» debido a la gran cantidad de 
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 manejo de muestras que necesitan. Quedaria por desarrollar un test citotoxico que mida la 
muerte celular, mas que la viabilidad, que sea rapido, que los componentes no sean tOxicos 
(se podria utilizar con celulas vivas) y que los componentes citoplasmaticos tengan una 
vida media superior a dos horas para poder realizar ensayos de citotoxicidad de larga 
5 duracion. En este sentido, Terry y col. (2006, US Pat. 6,982,152 B2) han desarrollado un 
kit en el que se afiade la sustancia cuya toxicidad quiere determinarse a una muestra de 
cultivo celular y, tras el periodo de incubacion, se atiaden los componentes del kit. Este 
incluye un sustrato (lactato) para la enzima citoplasmatica (LDH), un marcador (resazurin o 
MTS), un agente transferente de electrones (la enzima diaforasa) y un reactivo oxidado 
10 (NAD+). Con este kit se puede determinar la liberacion de la enzima LDH por las celulas 
muertas. Las reacciones que ocurren son las siguientes: la enzima LDH transforma el 
lactato a piruvato reduciendo el NAD+ a NADH. El NADH se transforma a NAD+ con la 
ayuda de la enzima diaforasa y el marcador resazurin se reduce a resorufin, cuya 
concentracion es determinada colorimetrica o fluorimetricamente (560/590 nm). 
15 Sin embargo, el metodo anterior requiere el uso de otra enzima secundaria que 
transforme un sustrato secundario en una forma que se pueda diferenciar de la original 
mediante alguna tecnica espectrofotometrica. Este procedimiento, obviamente, es mas 
costoso y no es muy diferente a los anteriormente descritos en cuanto a los principios de 
deteccion. 
20 
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 DESCRIPCION DE LA INVENCION 
La presente invencion esta dirigida al desarrollo de un metodo y creaci6n de un kit 
para la cuantificaci6n de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). El metodo y el kit creado 
permitiran la determinaciOn de la concentracion de la enzima LDH en disolucion acuosa y 
5 la determinacion in vitro del efecto citotoxico y/o viabilidad celular a traves de la 
cuantificacion de LDH liberada al medio tras la perdida de la integridad de la membrana 
celular producida por la exposicion de celulas a toxicos o perturbaciones fisicas (ej. 
condiciones de cultivo). 
Cuando se emplea para determinar muerte celular, el metodo comprende la 
10 incubacion de las celulas, en medio de cultivo, con el/los toxicos objeto de estudio o la 
aplicacion de perturbaciones fisicas. Estos causaran la rotura total o parcial de la poblacion 
celular y, consecuentemente, se producird la liberacion de material citoplasmatico, como la 
enzima LDH, al medio. 
La mezcla de reactivos utilizada en el metodo no es toxica para las celulas vivas, 
15 por lo que en ensayos de pequerio volumen se puede adicionar in situ a las celulas 
incubadas sin afectar los resultados del estudio. En ensayos de mayor volumen se 
recomienda adicionarla a muestras extraidas del recipiente donde se realiza el estudio. 
Cuando las celulas objeto de estudio presenten autoflorescencia (ej. Microorganismos 
fotosinteticos) o la muestra contenga muchos restos celulares el sobrenadante habra de 
20 clarificarse. El metodo tambien podra aplicarse al sobrenadante libre de caulas. 
La mezcla de reactivos esta compuesta por lactato (sustrato de la enzima LDH) y el 
cofactor NAD±, y podra contener un tampon si el medio no esta tamponado. 
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 Como se muestra en la Fig. 1, cuando el lactato se usa como sustrato y la enzima 
LDH es el componente celular a medir, la enzima liberada por las celulas muertas o no 
viables inicia la reaccion de la Fig. 1. En la reacci6n, el lactato incluido en la mezcla de 
reactivos del metodo es oxidado a piruvato. Esta reaccion requiere NAD±. 
5 La oxidaci6n de lactato a piruvato resulta en la produccion de NADH. El resultado 
final es un metodo en el que un componente citoplasmatico, la enzima LDH, liberada por 
las celulas muertas o no viables es cuantificada indirectamente a traves de la generacion de 
NADH. La produccion del NADH es proporcional a la cantidad de enzima LDH presente. 
Por tanto, se debera obtener experimentalmente una curva patr6n que relacione la cantidad 
10 de NADH producido con la cantidad de enzima LDH presente en un volumen determinado 
de muestra. La muestra debe proceder del lisado completo de un niimero conocido de 
celulas. 
La produccion de NADH es medida fluorimetricamente excitando a 353 nm y 
midiendo la maxima emisiOn de fluorescencia a 450 nm. Este metodo de medida esta 
15 especialmente indicado, ya que la determinacion fluorimetrica es una tecnica muy sensible 
(nivel de deteccion de hasta 0,001 U de LDH). 
Existen dos alternativas en cuanto al procedimiento de uso: bien las celulas se 
incuban un cierto tiempo en presencia del t6xico o perturbacion fisica objeto de estudio y 
despues de dicho periodo se glade la mezcla de reactivos a las celulas; bien las celulas se 
20 incuban un cierto tiempo en presencia del t6xico o perturbaci6n fisica objeto de estudio y la 
mezcla de reactivos. Esta ultima opci6n es la aconsejada para seguir en el tiempo el efecto 
sobre la supervivencia celular. 
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 El medio en que las celulas son cultivadas no limita la funcionalidad de la 
invencion, aunque cualquier medio no reductor es preferible para minimizar cualquier 
reduccion no especifica del NAD+. Se ha comprobado la validez del metodo en medios de 
cultivo para procariotas, celulas animales y microalgas. 
5 En una aplicacion del metodo, el toxic° a estudiar sera una o varias sustancias 
putativamente inhibidoras del crecimiento, sin practicamente limitacion alguna en cuanto a 
su naturaleza. El toxic° podra ser, por ejemplo, cualquier elemento, compuesto, mezcla, 
droga, tarmac°, etc.; pudiendo encontrarse en cualquier forma (solid°, liquido o gas). 
En otra aplicacion, el agente causante de la inhibicion o muerte, cuyos efectos sobre 
10 la viabilidad celular quieran ser determinados, sera cualquier perturbacion fisica, 
incluyendo condiciones ambientales (o combinacion de ellas), como temperatura, humedad, 
luz, nivel de oxigeno, pH, nivel de agitacion, osmolaridad, etc. El metodo de la invencion 
tambien puede ser usado en el descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos y drogas 
citotoxicas para ser usadas como farmacos contra canceres o infecciones especificos. 
15 Las celulas a usar en el metodo pueden ser obtenidas de cualquier fuente, y pueden 
ser eucariotas o procariotas. Por ejemplo, las celulas humanas pueden ser recogidas por los 
medicos en las consultas o en los hospitales y ser enviadas a los laboratorios centrales para 
su estudio utilizando el metodo de la presente invencion. 
La naturaleza y la procedencia de las celulas a estudiar no son criticas para la 
20 aplicacion de la invencion. 
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 Si se parte de colonias celulares en placas se debera preparar una suspensi6n celular 
o un subcultivo de suficiente tamalio para la aplicacion del metodo. El procesado de dicha 
suspension dependera de los aparatos y metodos utilizados en los estudios de 
susceptibilidad. 
5 Un resultado importante del ensayo con bacterias es la generaci6n de informacion 
del posible exit° del tratamiento de una poblacion con un determinado antibiotic°. 0 
tambien, la determinacion de contaminacion en muestras o superficies supuestamente libres 
de ellas. El ensayo de citotoxicidad puede ser la susceptibilidad de las celulas tumorales 
ante cualquier farmaco o la influencia de un farmaco sobre otros tejidos o celulas sanas. 
10 Los ensayos de sensibilidad celular permitiran determinar las condiciones de cultivo que 
puedan &liar a las celulas o las optimas para una maxima supervivencia celular en 
cualquier proceso biotecnologico. 
El metodo descrito es inherentemente cuantitativo en el sentido de que la cantidad 
de NADH es proporcional a la concentracion de LDH y, por tanto, al flamer° de celulas 
15 lisadas. El metodo, sin embargo, puede ser usado tanto cualitativa como cuantitativamente.  
El uso cualitativo se hard en aparatos y metodos que producen resultados que, 
generalmente, indican si un organismo o especimen celular es sensible o resistente a unas 
condiciones de cultivo o compuesto. El grado relativo de sensibilidad o resistencia no se 
suele informar en ensayos cualitativos. El termini° cuantitativo se refiere a equipos de 
20 ensayo y metodos que proporcionan datos de concentraci6n de sustancia o datos exactos de 
variables de cultivo que inhiben el crecimiento celular. 
El protocolo general del metodo serla el siguiente: 
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 Primero, todos los componentes de la mezcla de reactivos (NAD+, lactato) son 
disueltos en un disolvente acuoso, que podra estar tamponado, y se deja equilibrar a 
temperatura ambiente. Asi se obtienen todos los componentes necesarios para llevar a cabo 
el metodo. 
5 La mezcla de reactivos se ariade a las muestras a medir, habiendo sido estas 
incubadas previamente un tiempo predeterminado en presencia de toxicos o de 
perturbaciones fisicas objeto de estudio. Las muestras son mezcladas suavemente para 
homogeneizar. Posteriormente, las muestras se incubaran durante un periodo de tiempo 
adecuado, usualmente alrededor de veinte minutos, para que la reaccion se lleve a cabo. 
10 Tras este periodo se realizaran Las medidas de fluorescencia. 
Para una mayor uniformidad en las medidas, la reaccion se parard con un agente 
adecuado; por ejemplo, la adicion de una disolucion acuosa de dodecilsulfato sodico (SDS) 
hasta alcanzar un 6 % p/v de SDS en la muestra. 
La fluorescencia del NADH sera registrada. Dicho valor es indicativo de la cantidad 
15 de LDH presente en la muestra. Los valores recomendados para excitaci6n y emision son 
de 353 nm y de 450 nm, respectivamente. Se pueden permitir pequerias variaciones sobre 
estos valores de longitudes de onda. Las medidas se pueden realizar en placas de pocillos 
siempre que el dispositivo de medida pueda realizar medidas de microfluorescencia. 
La presente invencion tambien propone la creaci6n de kits que contengan los 
20 reactivos y las instrucciones necesarias para la aplicacion de los metodos anteriormente 
descritos. En su forma preferente, el kit incluye una mezcla liofilizada que incluya el 
sustrato (lactato) y el cofactor (NAM, en un primer recipiente. En un segundo recipiente 
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 estard una cantidad determinada de enzima (LDH) para permitir la calibracion del metodo. 
Un tercer recipiente opcional podra contener la disolucion de parada de la reaccion. Un 
cuarto recipiente de uso opcional contendra el tampon de carbonato/bicarbonato. Otro 
recipiente opcional adicional podra contener una disolucion de lisis celular. El kit debera 
5 incluir las instrucciones de uso y aplicaciOn del metodo. 
Es preferible que la mezcla de sustrato, cofactor y tampon esten presentes en forma 
solida liofilizada para ser reconstituida para producir una disolucion de reactivos que no sea 
t6xica para las celulas y que contenga los componentes necesarios para aplicar el metodo 
descrito. El formato liofilizado es el preferido porque es mas sencillo de almacenar y 
10 transportar. El kit, sin embargo, puede ser configurado de tal manera que los componentes 
listados anteriormente se sirvan como una mezcla de reactivos en disolucion lista para ser 
usada. 
Cuando la mezcla de reactivos es reconstituida como disolucion, es aconsejable que 
esta contenga un disolvente, lactato y NAD+. Cuando la mezcla sea usada directamente en 
15 cultivos celulares tamponados no sera necesario el uso del tampon incluido, siempre que el 
medio tenga un pH entre 6,5 y 8,5. Para medios no tamponados, la mezcla contendra el 
tampon carbonato/bicarbonato para un pH Optimo de 8,25, si este es compatible con la linea 
celular en estudio. En caso contrario, debera hacerse un estudio previo de los valores de pH 
compatibles con la linea celular especifica. Mas especificamente, una vez reconstituida la 
20 mezcla, las concentraciones deberian estar comprendidas en los siguientes rangos para cada 
componente: entre 10 mM y 80 mM de lactato sodico; entre 1mM y 4mM de NAD+; entre 
100 mM y 1mM de carbonato/bicarbonato sodico. Cuando se reconstituya la disoluciOn de 
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 LDH, esta debera contener entre 0,1 y 1 U/mL. Estos componentes estan presentes en 
cantidades necesarias para proporcionar una osmolaridad de aproximadamente 250 mOsm. 
No obstante, puede ser necesario y recomendable la optimizaci6n de la cinetica para una 
linea celular y medio de cultivo especificos. 
5 La disolucion de parada del kit es, preferentemente, SDS, preparada en 
concentraciones entre 30% y 50% de SDS. 
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 BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 
Figura 1. Esquema de la reacciOn del lactato con NAD+ catalizada por la enzima LDH. 
Figura 2. Relacion entre la concentracion de NADH en medio de cultivo Li y la emision 
de fluorescencia a 450 nm. 
5 Figura 3. Efecto del pH en la actividad de la enzima LDH en la reaccion descrita en la 
Figura 1. La actividad de LDH se establece de forma indirecta a traves de la emisi6n de 
fluorescencia del NADH de la muestra a 450 nm, producido por la LDH. Los experimentos 
fueron llevados a cabo por triplicado. 
Figura 4. RelaciOn entre el flamer° de celulas rotas y la emisi6n de fluorescencia del 
10 NADH producida por la enzima LDH segim reaccion de Fig. 1. (A) Celulas de la microalga 
Protoceratium reticulatum. (B) Celulas de la microalga Protoceratium reticulatum 
CCMP3241. (C) Celulas de linfocito T de rat6n. Los experimentos fueron llevados a cabo 
por triplicado. 
Figura 5. Efecto de la concentraci6n de SDS en la disoluciOn de parada sobre la cinetica de 
15 la reaccion descrita en la Figura 1, seguida por medio del producto de reacci6n NADH cuya 
fluorescencia se midio a 450 nm. Los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado. 
Figura 6. Influencia de la concentraci6n de Lactato y NAD+ en la produccion por parte de 
la LDH de NADH medida esta filtima como emision de fluorescencia a 450 nm. 
Figura 7. Influencia de la concentracion de lactato y tiempo de reacci6n en la producci6n 
20 por parte de la LDH de NADH medida esta Ultima como emision de fluorescencia a 450 
nm. 
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 Figura 8. Influencia de la concentracion de LDH en la producciOn de NADH medida como 
emision de fluorescencia a 450 nm. Reaccion llevada a cabo con dos combinaciones 
diferentes de concentracion de lactato y NAD+ Tiempo de reaccion de 30 min. 
Figura 9. Estabilidad de LDH en disolucion medida como la fraccion entre la fluorescencia 
5 de NADH producida por LDH disuelta en medio de cultivo un tiempo determinado frente a 
la producida por LDH, recien adicionado al medio. 
Figura 10. Produccion de NADH por LDH segun reacci6n de Fig.1 en medio de cultivo 
Li, con y sin agente de parada (SDS al 6%; concentraci6n final en muestra). NADH fue 
medido como unidades de fluorescencia a 450 nm. 
10 Figura 11. Aplicacion de la invencion para evaluar el efecto del estres hidrodinamico, 
(medido como velocidad de disipacion de energia), sobre la fraccion relativa de celulas 
rotas o lisadas. Esta fracci6n fue calculada cuantificando la concentracion de LDH segun el 
metodo de la presente invencion y refiriendola a una curva patr6n donde los valores de 
concentraci6n de LDH por celula fueron obtenidos previamente lisando un numero 
15 conocido de celulas. 
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 ENSAYOS DE REALIZACION 
Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan aqui sirven para ilustrar la 
naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines 
ilustrativos y no han de ser interpretados como limitaciones a la invencion que aqui se 
5 reivindica. 
EJEMPLOS 
Ejemplo 1 . Correlacion entre medida de fluorescencia y concentracion de NADH 
Es ampliamente conocido que la NADH excitada a 340 6 365 nm emite 
fluorescencia en el rango de 400 a 550 nm, con un maximo a 450 nm. Por el contrario, el 
10 NAD+ no fluoresce en estas condiciones. Para poder utilizar esta propiedad como medida 
de la extension de la reaccion descrita en la Figura 1, es necesario establecer la linealidad 
entre fluorescencia a 450 nm y concentracion de NADH en disolucion. La Figura 2 
demuestra la existencia de esta relacion lineal, tanto en disolucion estrictamente acuosa, 
como en medios de cultivo. 
15 
Ejemplo 2. Determinaci6n del pH optimo para la enzima LDH 
Toda enzima tiene su rango 6ptimo de accion fuera del cual se inactiva. Por ello es 
necesario conocer si las condiciones de pH de los cultivos pueden tener influencia en las 
medidas del presente metodo. Para ello, se determino la accion de la LDH en el rango de 
20 pH de 6,5 a 8,5, que abarca las condiciones mas usuales de cultivo de muchas lineas 
    
 
19
ES 2 527 796 B1
 
 celulares. Para fijar pH inferiores a 7,5 se utilizo bufer fosfato-bifostato y para pH 
superiores bufer carbonato-bicarbonato. 
En la Figura 3 se muestra que hasta pH=8 la LDH presenta actividad pero es a 
pH=8,25 cuando es maxima y cuatro veces mayor que a valores de pH inferiores. Es por 
5 ello que el bider que se incluye en el metodo de la presente invencion es el de carbonato-
bicarbonato. Aunque las medidas se pueden realizar a cualquier pH, es recomendable usar 
cualquier medio tamponado cuyo pH no sea inferior a 6,5 ni superior a 9. 
Ejemplo 3. Demostraci6n de la fluorescencia de fondo y linealidad 
10 La disolucion de reactivos, descrita anteriormente, se prepare) a partir de la mezcla 
liofilizada que ya contenia el tampon. Los siguientes tipos de celulas fueron utilizados para 
los ensayos: (a) las cepas GG1AM y CCMP3241 de la microalga Protoceratium 
reticulatum (division Dinophyta, Clase Dynophyceae) cultivadas en medio de cultivo Li 
(Guillard y Hargraves, Phycologia 1993, 32:234-6.); (b) celulas de la microalga 
15 Karlodinium veneficum (division Dinophyta, Clase Dynophyceae), cultivadas en medio de 
cultivo Li; (c) celulas de Linfocitos T de raton, linea EL-4, cultivadas en medio de cultivo 
RPMI con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Se prepararon diluciones seriadas de cada uno 
de los cultivos celulares anteriormente citados, utilizando el propio medio de cultivo como 
agente diluyente. Las diluciones fueron preparadas en placas de pocillos, completando 
20 hasta un volumen de 100 !IL. El rango de concentracion cubierto fue de 0 a 80000 celulas 
por pocillo. Seguidamente, se adiciono a cada pocillo 100 [tI, de la disolucion de reactivos, 
objeto de esta patente. Esta disolucion contenia para este ensayo lactato a 1,5 mM y NAD+ 
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 a 1,5 mM y tamp6n para ajustar el pH a 8,25. El volumen total en cada uno de los pocillos 
fue de 200 pt. Todos los pocillos se incubaron durante 20 min; los que contenian 
microalgas lo hicieron a 17 °C y el resto a 37°C. Despues de este periodo, las celulas se 
lisaron aplicando ultrasonidos (Ciclo 0,5, Amplitud 80% y 200 W) durante 1 minuto. A 
5 continuacion, los pocillos fueron centrifugados para precipitar fragmentos celulares. 
Finalmente, se midi() la emision de fluorescencia de cada pocillo con un lector de placas. 
Las longitudes de onda para la excitacion y emision fueron 353 nm y 450 nm, 
respectivamente. A titulo ilustrativo, en la Figura 4 se muestran algunos de los resultados 
obtenidos. En todos los casos hubo una relacion lineal entre fluorescencia de las muestras 
10 (por tanto, concentraci6n de NADH producido por la LDH liberada) y numero de celulas 
rotas. Tambien se observo un nivel basal de fluorescencia (ensayo realizado en ausencia de 
celulas rotas) dependiente del medio de cultivo. El valor mas elevado de este nivel basal 
correspondio a los ensayos con linfocitos T. Algunos componentes del suero fetal bovino, 
empleado en el medio de cultivo, podrian presentar fluorescencia a 450 nm. 
15 
Ejemplo 4. Congelacion de la reaccion 
La congelacion de la reacci6n descrita en la Figura 1 es un aspecto interesante tanto 
para el almacenamiento de muestras como para la medida de un gran numero de estas en un 
corto interval° de tiempo. La congelacion de la reacciOn se llevo a cabo mediante la adicion 
20 de una disolucion acuosa de dodecilsulfato s6dico (SDS) (a partir de ahora disolucion de 
parada). En placas de pocillos se adicionaron 90 1.11, por pocillo de la mezcla de reactivos 
descrita anteriormente y a las concentraciones siguientes de los mismos: [LDH]=2,5.10-3 
    
 
21
ES 2 527 796 B1
 
 U/mL; [Lactato]=40 mM; [NAD+]=3mM. Despues de incubar durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, se aliadio en los pocillos 50 !IL de la disolucion de parada preparada 
a diferentes concentraciones de SDS. En la Figura 5, se puede apreciar que porcentajes de 
SDS iguales o mayores al 6% en la muestra conseguian congelar la reaccion. 
5 Un volumen de 50 de disolucion de parada del 6% en SDS fue suficiente para 
congelar la reaccion, descrita en la Figura 1, desarrollada en pocillos en los que se lisaron 
40000 celulas de P. reticulatum en un volumen de 90 [IL de mezcla conteniendo reactivos a 
las siguientes concentraciones: [Lactato]=40 mM; [NAD+]=3 mM (datos no mostrados). 
10 Ejemplo 5. Efecto de factores operacionales 
Un estudio del efecto de las concentraciones de enzima LDH, lactato, NAD+ y 
tiempo de reaccion sobre la emision de fluorescencia de la mezcla reaccionante ha 
permitido seleccionar un rango de operaci6n para cada uno de estos factores. En este 
sentido, la concentracion de lactato podria oscilar entre 0,075 y 80 mM; la concentraciOn de 
15 NAD+ entre 0,075 y 3 mM. La combinaciOn de ambas concentraciones y el tiempo de 
reacciOn permiten cuantificar un amplio interval° de concentraciones de LDH en muestras. 
Las Figuras 6, 7 y 8 ilustran algunos de los ensayos realizados. Como puede apreciarse, 
tanto la concentracion de lactato como la de NAD+ tienen importancia en la producci6n de 
NADH por la enzima LDH. 
20 
Ejemplo 6. Estab ilidad de la enzima LDH en medios de cultivo 
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 La enzima LDH se atiadio a los diferentes medios de cultivo, sin celulas, a una 
concentracion de 2,5.10-3 U/mL. Las soluciones se mantuvieron a 37°C, para el medio 
RPMI+10% FBS y a 19°C, para el medio Li. A los tiempos indicados en la Fig. 9 se 
extrajeron muestras a las que se aliadio mezcla de reactivos objeto de la invencion (lactato, 
5 NAD+ y bider) y se les midio la fluorescencia a 450 nm. Las condiciones de los ensayos 
fueron similares que las descritas en el Ejemplo 2. La Figura 9 muestra la actividad de LDH 
en los medios de cultivo Li y RPMI+10%FBS. Se puede observar que la actividad de LDH 
depende del medio donde este disuelta la enzima, reduciendose un 50% en 24 horas en el 
caso del medio Li y en un 25% en el caso del medio RPMI. Con lo que la vida media es lo 
10 suficientemente alta como para permitir ensayos de citotoxicidad o dario celular de larga 
duracion. 
Ejemplo 7. Efecto del tiempo de reaccion en la fluorescencia de la NADH formada 
En la Figura 10 se observa que despues de 12 horas de reacci6n la concentracion de 
15 NADH formado en la muestra, medida como fluorescencia a 450 nm, es estable al menos 
hasta 24 horas del inicio de la reaccion. La congelaciOn de la reaccion con SDS a los 30 
minutos tambien fue efectiva 24 horas despues. Este ejemplo demuestra que la presente 
invencion puede ser usada para medir lisis o rotura celular in situ para largos periodos de 
tiempo de incubacion. 
20 
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 Ejemplo 8. Uso de la presente invenciOn para medir el grado de lisis celular a 
tray& de la cuantifcacion de la enzima LDH en cultivos de celulas sometidos a estres 
h idrodinamico 
Uno de los fenOmenos mas comimmente observado en el cultivo de celulas 
5 sensibles a la turbulencia es la lisis o rotura celular por estres hidrodinamico. Microalgas y 
celulas animales, como las utilizadas en los anteriores ejemplos de la presente invencion, 
fueron sometidas a diferentes velocidades de disipaci6n de energia (una medida del estres 
hidrodinamico) en un dispositivo de contracci6n de flujo durante fracciones de segundo. 
Tras este tratamiento los cultivos se centrifugaron suavemente para separar el sobrenadante. 
10 A una fraccion del sobrenadante se diadio igual volumen de mezcla de reactivos (NAD+, 
lactato, tampOn carbonato-bicarbonato) a cada pocillo (90 1.1L). Los pocillos se agitaron 
durante 30 segundos y se incubaron posteriormente durante 20 minutos a temperatura 
ambiente. A continuacion se ariadio a cada pocillo la disolucion de parada. Finalmente se 
midio la emision de fluorescencia a 450 nm (excitacion a 353 nm). 
15 Previamente, concentraciones conocidas de celulas fueron lisadas completamente 
mediante ultrasonidos. En los sobrenadantes se cuantifico la LDH siguiendo el metodo 
objeto de la presente invencion y pudo establecerse una correlacion entre unidades de 
fluorescencia del NADH (450nm) y concentracion de LDH. Como el namero de celulas es 
conocido pudo obtenerse la relacion entre fluorescencia del NADH producido y numero de 
20 celulas rotas. Como se observa, el metodo de medida descrito en esta invenciOn es capaz de 
cuantificar la fraccion de celulas rotas debido al estres hidrodinamico. La extension del 
datio es dependiente de la especie. En la Figura 11 se muestran algunos de los resultados de 
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 este ejemplo. Segim la Figura 11, las celulas de linfocito T EL-4 mostraron una mayor 
sensibilidad al estres hidrodinamico que las de insecto (SE-UCR). 
Los ejemplos anteriores demuestran que el metodo de la invencion se puede utilizar 
para determinar lisis celular, mediante la cuantificacion de LDH medida como NADH 
5 producido. 
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 REIVINDICACIONES 
1. Un metodo para la cuantificaciOn de la enzima LDH en disolucion acuosa. El metodo 
comprende las siguientes etapas: 
a) Preparacion de la disolucion conteniendo la enzima LDH, 
5 b) la adiciOn a la disolucion de la etapa a) de una mezcla de reactivos que contiene: 
un disolvente, un sustrato y un cofactor para la enzima LDH. Posteriormente, 
c) precipitaciOn de las particulas que pueda haber en suspension y 
d) medida de la disolucion de la etapa b) para la produccion de la forma reducida 
del cofactor causada por la accion de la enzima sobre el sustrato contenidos en la 
10 mezcla de reactivos ariadida en la etapa b). 
2. El metodo de la reivindicacion 1, en el que se Made una etapa de parada de la reaccion 
mediante la adicion de un reactivo despues de la etapa c). 
3. El metodo, segan las reivindicaciones 1 y 2, en el que la forma reducida del cofactor 
puede ser diferenciada de la forma oxidada fluorimetricamente. 
15 4. El metodo, segan las reivindicaciones 1, 2 y 3, en el que en la etapa b) de la 
reivindicacion 1, el disolvente es una solucion acuosa, el sustrato es lactato, el cofactor es 
NAD+ y en la etapa c) de la reivindicacion 1, la produccion de la forma reducida del 
cofactor es NADH producida por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y cuantificada 
por espectrofotometria de fluorescencia. 
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 5. El metodo, segfin las reivindicaciones 1 a 4, donde en la etapa b) de la reivindicacion 1, 
el disolvente es una disolucion tamponada de pH entre 8 y 9. 
6. El metodo, segOn las reivindicaciones 1 a 5, en el que la mezcla de reactivos de la etapa 
b) de la reivindicaciOn 1 se emplean las siguientes concentraciones de lactato y NAD+: 
5 desde 1,5 mM a 250 mM de lactato 
desde 1,5 mM a 10 mM de NAD+ 
7. El metodo, segfin la reivindicaciones 1 a 6, en los que del disolvente de la etapa b) de la 
reivindicacion 1 es una solucion tampon de carbonato/bicarbonato con las siguientes 
concentraciones: 
10 Desde 0,1 M a 0,1mM 
8. El metodo, segun las reivindicaciones 2 a 7, donde si la hubiere la solucion de parada es 
un jab& o detergente. 
9. El metodo, segfin las reivindicaciones 2 a 7, donde si la hubiere la soluciOn de parada es 
dodecil sulfato sodico (SDS). 
15 10. La aplicacion de los metodos descritos en las reivindicaciones de 1 a 9 para la 
determinacion de la rotura y/o muerte celular en cultivos de celulas procariotas o 
eucariotas, causada por un toxico (por ejemplo, antibiOticos, farmacos, aditivos del medio 
de cultivo, etc), condiciOn ambiental (por ejemplo, pH, osmolaridad, etc) o por una 
perturbacion fisica (por ejemplo, temperatura, irradiancia, nivel de agitacion, etc). La 
20 determinacion se realizard cuantificando la concentracion de LDH (liberada al medio tras la 
rotura y/o muerte celular) de acuerdo a una curva patron realizada midiendo, mediante 
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 espectrofotometria, la fluorescencia del NADH producido por la enzima LDH en 
volimenes con concentracion conocida de celulas que son lisadas previamente. 
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1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
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D03 RAMAN, R.N. et al. "Quantification of in vivo autofluorescence 
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El documento D01, describe un método de cuantificación de enzimas plasmáticas dependientes de NADH. Entre las 
enzimas cuantificadas, se encuentra la LDH y se hace de forma indirecta, cuantificando la cantidad de NADH por 
espectrofotometría de fluorescencia. 
El documento D02, describe un método para cuantificar LDH en el que se utiliza el detergente SDS como solución de 
parada. Se menciona que puede cuantificarse directamente la cantidad de NADH, utilizando técnicas espectrofotométricas. 
El documento D03, describe un método para valorar el daño renal producido después de isquemia renal y reperfusión, 
midiendo la cantidad de fluorescencia asociada al aumento de NADH. 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 




Los procedimientos para cuantificar LDH, utilizando la emisión de fluorescencia de NADH, están ampliamente descritos en 
el estado de la técnica. Los documentos D01-D03, son ejemplos en los cuales se cuantifica la cantidad de NADH utilizando 
su espectro de fluorescencia. La obtención de la concentración de LDH a partir de la concentración de NADH, resulta obvia 
para un experto en la materia. Las reivindicaciones 1-10, no cumplen los requisitos de novedad y actividad inventiva de 
acuerdo con los Artículos 6 y 8 de la Ley de Patentes 11/1986. 
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